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Resumen: La Achillea millefolium (milenrama) es una de las plantas medicinales mas utilizadas en el
mundo, se atribuye su potencial farmacoldgico principalmente al metabolito B-Cariofileno. Sin em-
bargo, no existe una validacién que cuantifique el B-Cariofileno presente en esta planta. Por esta
razdn, en este documento se describe la validacion del método de cuantificacion de B-Cariofileno en
flores, hojas y tallos de la milenrama haciendo uso de cromatografia de gases adaptado a un detector
FID. La extraccion del aceite esencial se realiz6 en etanol asistido por sonda ultrasénica, donde se
construyo una curva de calibracién por el método de adicién estandar. Dicha curva de calibracion
presenta una regresion lineal en flores (0,999), hojas (0,981) y tallos (0,999) lo que indica una buena
relacion entre la concentracion y las sefiales del analito. Con esta informacion se encontraron las
condiciones cromatograficas necesarias para separar y cuantificar el B-Cariofileno para posterior-
mente validar el método por medio de linealidad, precision, exactitud, limites de deteccién y cuan-
tificacion. Donde se encontr6 que la concentracion de B-Cariofileno en flores, hojas y tallos fue de
6,189 ppm, 4,670 ppm y 5,452 ppm respectivamente. De esta manera, se concluyé que la parte con
mayor concentracion de [3-Cariofileno fueron las flores.

Palabras clave: 3-Cariofileno; Achillea millefolium; cuantificacion; validacion; cromatografia de ga-
ses; curva de calibracion.

1. Introduccion

Las amenazas a la salud humana estan en constante aumento y los medicamentos de
sintesis quimica han demostrado una disminucién en su efectividad junto a una serie de
efectos secundarios que obliga a las personas a buscar una alternativa [1]. Es aqui donde
la medicina herbaria toma un papel fundamental, pues el uso de plantas medicinales para
el tratamiento de enfermedades tiene una larga historia, esto se debe a que el ser humano
ha estado en una constante bsqueda de tratamientos innovadores haciendo uso de com-
puestos extraidos de la naturaleza, especialmente aquellos que se derivan de plantas, ya
que han demostrado ser valiosas fuentes de compuestos terapéuticos [1,2].

Dentro de estas plantas medicinales destaca la Achillea millefolium o milenrama pues
es una de las plantas medicinales mas utilizadas en el mundo, principalmente para tratar
heridas, problemas digestivos, infecciones respiratorias y afecciones de la piel, y, en se-
gundo lugar, entre otros usos, para enfermedades hepaticas y como sedante suave [1-3].
En Colombia se comercializan algunos productos fitoterapéuticos a base de la milenrama,
que han sido aprobados y registrados ante el INVIMA como productos fitoterapéuticos de
uso tradicional coadyuvante de uso interno en procesos inflamatorios y en trastornos di-
gestivos y estimulantes del apetito. Sin embargo, se han realizado estudios donde se ha
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encontrado ademas actividad de tipo antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiinfla-
matoria, hemostatica, antiespasmddica, antioxidante, estrogénica e incluso para el trata-
miento contra el cancer [4]. Esta ha sido descrita como una planta medicinal tradicional
con efectos similares a los que se ha mencionado para el 3-Cariofileno, este sesquiterpeno
posee una amplia variedad de propiedades bioldgicas tales como antimicrobianas, antioxi-
dantes, antitumorales, neuroprotectoras, entre otras. Estos articulos, han sido en su mayo-
ria estudios in vivo e in vitro, ademas, estudios pre clinicos han indicado que el 3-Cariofi-
leno actila como un modulador del sistema nervioso, con actividad antiinflamatoria, an-
siolitica y neuroprotectora contra enfermedades neurodegenerativas [5] mediante una se-
rie de mecanismos propuestos, como la reduccién de la expresiéon de enzimas como ci-
clooxigenasa-2 (COX-2) y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), relacionadas con procesos
neuroinflamatorios en la produccion y estimulacion de citoquinas proinflamatorias [6,7].
Si bien se ha descrito el potencial farmacoldgico del -Cariofileno, existe poca informaciéon
acerca de un método de cuantificacion de este metabolito por separado y mas ain que
valide dicho método. Actualmente, en la literatura se describen varios métodos de extrac-
cién (Soxhlet e hidrodestilacién) y separacion de (3-Cariofileno (CG y HPLC). Sin embargo,
estos articulos se han centrado principalmente en la caracterizacion de 3-Cariofileno, asi
como otros componentes en aceites esenciales de plantas que se han descrito contienen el
sesquiterpeno, ademas, las validaciones encontradas se encaminan a determinar una mez-
cla de terpenos diferentes, encontrando pocas enfocadas exclusivamente en el (3-Cariofi-
leno mediante CG.

Debido al interés de este metabolito y la falta de informacién sobre procesos de cuan-
tificacién validados, se hace necesaria la validacién de un método de cuantificacion indi-
vidual de -Cariofileno, llevando al planteamiento del proyecto, para el cual se busca de-
terminar la concentracion de B-Cariofileno en flores, hojas y tallos del extracto de Achillea
millefolium, mediante la separacion por cromatografia de gases (CG) adaptado al detector
FID y la validacién del proceso, hallando los parametros cromatograficos necesarios como
linealidad, precision, exactitud, limites de deteccién y cuantificacion, pues estos parame-
tros son requeridos para establecer un método de analisis de cuantificacién preciso,
exacto, reproducible y altamente selectivo, por lo cual, la idoneidad del proyecto se basa
en la importancia de la validacién en la industria farmacéutica. Pues esta es el estableci-
miento de la evidencia documentada de que un procedimiento analitico conducira, con
alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y exactos, dentro de ciertos
atributos de calidad establecidos. Es necesario realizar una validacion para demostrar que
el método es adecuado para los andlisis propuestos en las condiciones descritas, ademas,
es parte integral del desarrollo de un método analitico y porque es necesario trabajar con
métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los resultados [8].

2. Resultados

2.1. Condiciones cromatogrificas de separacion.

Para la separacion y cuantificacion del analito, se realizaron distintos ensayos y se
evaluaron las condiciones cromatograficas empleadas previamente por Farhadi et al.,
quienes caracterizaron los componentes de los aceites volatiles de Achillea millefolium me-
diante cromatografia de gases con detector de ionizacidon de llama y espectrometria de
masas (CG/MS); el analisis CG-FID se realizé empleando gas helio como vehiculo (0,8
ml/min), la temperatura del inyector fue de 300,0 °C y se inyect6 1,000 uL de muestra de
aceite en modo Split [9]. Se tuvo en cuenta que las condiciones experimentales del estudio
mencionado y las empleadas para este trabajo fueron distintas, por ejemplo, Farhadi et al.
emplearon una columna HP-5MS al 5% (30 m x 0,25 mm d.i.; espesor de pelicula de 0,25
um), y para este trabajo se empled la columna capilar SH-I-5SIL MS de Shimadzu (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm, composicion 5% fenil - 95% dimetilpolisiloxano). Por estas variaciones,
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al replicar las condiciones cromatograficas del estudio empleando la matriz como prueba
preliminar, se obtuvo un cromatograma deficiente y de baja calidad (Figura 1), pues con-
tiene una linea base inestable, problemas en la resolucion y picos asimétricos; ademas, se
evidenci¢ la eluciéon del p-Cariofileno a los 20,6, minutos. Por lo anterior, fue necesario
ajustar algunas de las condiciones hasta obtener un pico simétrico y resuelto del analito a
los 7,751 minutos (Figura 5), lo que indic6 que se hallaron las condiciones adecuadas para
su validacion, descritas en la Tabla 1.

Figura 1. Cromatograma de separacion de 3-Cariofileno en el extracto de las flores de Achillea
millefolium por CG con condiciones iniciales.

Una vez se definieron las condiciones cromatograficas 6ptimas reportadas en la Tabla 1, se
emplearon para inyectar el patrén de B-Cariofileno (Figura 2) con el fin de establecer su tiempo de
retencion y asi identificar el analito con seguridad al inyectar la matriz de andlisis.
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Figura 2. Inyeccion de patrén solo y con las condiciones optimizadas.

Tabla 1. Condiciones éptimas para la separacion y cuantificacion de -Cariofileno presente en el
extracto de flores de milenrama mediante CG-FID.

Parte del equipo Item Valor Unidades
Temperatura SPL 260,0 °C
Presion SPL 87,90 kPa
. Flujo de la columna 0,6000 mL/min
ADC-20i+s Velocidad lineal 23,70 cm/s
Relaciéon de Split 20,00

Flujo total 15,60 mL/min
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Flujo de purga 3,000 mL/min
Presion primaria 453,7 kPa
Rango de temperatura -60,00 a 320,0/350,0 °C
Columna Longitud 30,00 m
SH-I-5Sil MS Diametro interno 0,2500 mm
Grosor de la pelicula 0,2500 um
Temperatura 260,0 °C
FID Flujo N, 24,00 mL/min
Flujo H, 40,00 mL/min
Flujo de aire 200,0 mL/min

Ademas, Farhadi et al. fijaron la temperatura del horno en 60,00 °C y la programaron
para aumentar a 4,000 °C/min hasta 280,0 °C [9]. Teniendo esta rampa de temperatura
como base, para la seleccién del gradiente térmico se realizaron distintos ensayos hasta
definir como mejor opcién empezar en 150,0 °C durante 3 minutos, seguida de un gra-
diente de 10,00 °C/min hasta 240,0 °C (Figura 3), pues se evidencio que presentaba mejor
resolucion y simetria del pico de B-Cariofileno y una linea base estable (Figura 5).
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Figura 3. Rampa de temperatura empleada para la separacion de 3-Cariofileno por CG-FID.
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Figura 4. Inyeccion de matriz sin patron y condiciones optimizadas.
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Después de optimizar las condiciones cromatograficas para la separacion de (3-Cariofileno
se realizd una inyecciéon de matriz en ausencia de patrén, donde se obtuvo el cromatograma de la
Figura 4. Esto con el fin de verificar que el tiempo de retencion del patréon (Figura 2) fuera el
mismo que el que se encontraria en la matriz (Figura 4).
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Peak# Ret. Time Area Height Unit HETP(USP) Width at 50% Height
1 2.963| 380471416 90596504 16.392 0.070
2 3.691 1387 260 10.151 0.080
3 3792 4053 915 | 7.738 0.069
4 4.097 2702 673 5.163 0.067
5 4.494 1296 308 4.326 0.063
6 4.971 1550 256 7.661 0.106
7 5.098 1166 261 5.160 0.069
8 5.740 1052 301 2217 0.052
o 7.161 1792 565 | 1176 0.047
10 7.431 1898 228 46.247 -
1 7.544 2200 327 5.963 0.119

| 12 7.751 171773 67281 0.699 0.040|

Figura 5. Cromatograma obtenido con las condiciones dptimas para la separacion de B-Cariofileno
en el extracto de las flores de Achillea millefolium por CG-FID.

Una vez se obtuvo el cromatograma de la Figura 5, con el fin de optimizar las
condiciones cromatograficas se evaluaron los parametros cromatograficos expresados en
la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros cromatograficos.

Parametro Resultado
Tiempo de retencion (min) 7,751
Tiempo muerto (min) 1,894
Tiempo de retencion corregido (min) 5,857
Factor de retencién (k) 3,092
Selectividad («) 1,112
Resolucién (Rs) 6,823

Numero de platos tedricos (N) 128606

Inicialmente, se emple6 la Ecuacién 1 para determinar el tiempo de retencion
corregido del pico del 3-Cariofileno que eluy6 a los 7,751 min; el tiempo de retencién
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corregido es el tiempo en el cual un analito pasa por la columna, y se obtiene con la
diferencia entre el tiempo de retencién de dicho compuesto y el tiempo muerto, siendo
este ultimo el tiempo que tarda una especie no retenida en atravesar la columna. Para la
cromatografia de gases, se emplea el metanol debido a que es un compuesto altamente
volatil que no tiene mayor interaccién con la fase estacionaria, por lo que proporciona una
medida del tiempo muerto. En este caso, se realiz6 la corrida cromatografica de un vial
con metanol, y el tiempo de retencién fue de 1,894 min, por lo que se calculd un tiempo
de retencion corredigo del analito de 5,857 min.

Ecuacién 1: Tiempo de retencion corregido (tr’)

tR' =tr — tm (1)
Donde tr es el tiempo de retencion
tm es el tiempo muerto

tr" = 7,751 min - 1,894 min = 5,857 min

Contar con el tiempo de retencién corregido permitié determinar el factor de
retencion (k) a partir de la Ecuacion 2, obteniendo como resultado 3,092.

Ecuacion 2: Factor de retencion (k)

k = (tR - tm) / tm (2)
k = (7,751 min - 1,894 min) / 1,894 min = 3,092

Para evaluar la selectividad, que es el tiempo o la distancia entre dos picos, se
examinan los picos de los compuestos con tiempos de retencion cercanos al analito para
evaluar su separacidn. Se obtiene calculando el cociente entre el factor de retencion de la
especie mas retenida (k2) y la menos retenida (k1). En este caso, el 3-Cariofileno es el
analito y la especie mas retenida, debido a que en la Figura 5 se evidencia que el pico mas
cercano se sitda a los 7,161 min, correspondiente a la especie menos retenida. Una vez
establecido esto, se calcul? el factor de retencién para esta especie empleando la Ecuacién
2, lo que resulté en un k1 de 3,092. Luego, aplicando la Ecuacién 3, se obtuvo una
selectividad de 1,112.

Ecuacion 3: Selectividad («)
a=k2/kl )

Donde k2 es el factor de retencién de la especie mas retenida

k1 es el factor de retencion de la especie menos retenida

k1= (7,161 min — 1,894 min) / 1,894 min = 2,781
a=3,092/2,781=1,112

El niimero de platos tedricos (N) se calculé a partir de la Ecuacion 4 teniendo en
cuenta que el ancho de la base a media altura (Wo,5) del pico correspondiente al 3-Cario-
fileno es de 0,04700 min; obteniendo un N de 128606. A partir de este valor y la Ecuaciéon
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5, se calculo la resolucion, que es la capacidad de la columna para separar los compuestos
de interés. Asi, se obtuvo una resolucion de 6,823.

Ecuacién 4: Numero de platos tedricos (N)
N =5,55 * (tc / Wo,5)2 (4)
N =5,55* (7,161 min / 0,04700 min)2=128606
Ecuacién 5: Resolucion (R)
Rs=% VN (a-1/a) (k/(k+1)) 5)

Rs =% /128606 (1,112-1/1,112) (3,092 /(3,092 + 1)) = 6,823

2.2. Cuantificacion de p-Cariofileno en flores, hojas y tallos de Achillea millefolium.

Para la cuantificacion de 3-Cariofileno en los extractos obtenidos de las flores, hojas
y tallos de la milenrama se aplico el método de adicién estandar, por lo que para cada
parte de la planta se construyé una curva de calibracion de once puntos a partir de solu-
ciones que contienen la misma cantidad de extracto, volimenes ascendentes de patrén y
etanol. En la Tabla 3 se reportan las sefiales obtenidas al realizar la corrida cromatografica
de las soluciones, utiles para construir las curvas de calibracion.

Tabla 3. Senales obtenidas para la construccion de las curvas de calibracion.

. Concentracion Senal
Vial -

(ppm) Flores Hojas Tallos
1 0,000 1324 1187 1004
2 7,933 6886 10138,5 6875
3 15,87 12624 17558 12643,5
4 31,73 24302 33790,5 24393
5 63,46 48921 65822 48802
6 95,19 70522 101700 70343
7 126,9 93810 136607 90937
8 158,7 113230 171762,5 116260
9 190,4 136164 216797 136473
10 222,1 160419 244238,5 159355
11 253,8 182881 292655 183590

Previo a la construcciéon de las curvas, se aplico el test de Dixon (Prueba Q) a las
seflales maximas y minimas obtenidas con el fin de identificar valores atipicos. Para cada
curva se graficaron las sefiales de los once puntos (Tabla 3), lo que corresponde a diez
grados de libertad; el valor critico para este tamafio de muestra con un nivel de confianza
de 95,00% es 0,3920 [10]. Luego de determinar la Q calculada para los puntos minimos
(Tabla 4) y maximos (Tabla 5) de las curvas de flores, hojas y tallos con base a la Ecuacion
6, se evidencia que en todos los casos Q tabulada fue mayor a Q calculada, por lo que
ningun valor fue descartado.

Ecuacion 6: Q calculada
Q=1I1Xa-Xbl /R (6)

Donde |Xa - Xb/! es la divergencia
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Xa es el valor atipico sospechado
XD es el dato mas cercano a Xa

R es el rango del conjunto de datos

Tabla 4. Aplicacion de el test de Dixon (Prueba Q) para el descarte de datos minimos para la
construccion de las curvas de calibracién.

Item Resultado
Curva flores Curva hojas Curva tallos
Dato minimo 1324 1187 1004
Divergencia 5562 8952 5871
Recorrido 181557 291468 182586
Grados de libertad 10 10 10
Q calculada 0,03064 0,03071 0,03215
Q tabulada 0,3920 0,3920 0,3920
;Se descarta? No No No

Tabla 5. Aplicacion de el test de Dixon (Prueba Q) para el descarte de datos maximos para la
construccion de las curvas de calibracion.

Item Resultado
Curva flores Curva hojas Curva tallos
Dato maximo 182881 292655 183590
Divergencia 22462 48416,5 24235
Recorrido 181557 291468 182586
Grados de libertad 10 10 10
Q calculada 0,1237 0,1661 0,1327
Q tabulada 0,3920 0,3920 0,3920
;Se descarta? No No No

Una vez se verificd que ninguna sefial obtenida fue sospechosa, se construyeron las
curvas de calibracion (Figura 6-8) y con base a la Ecuacion 7 se determind la concentracion
de -Cariofileno en los extractos de Achillea millefolium, obteniendo 6,189 ppm en flores;
4,670 ppm en hojas y 5,452 ppm en tallos.

Ecuacion 7:

[Cm] = (b/m)(Vr/Vo) @)

Donde Vr es el volumen total de aforo

Vo es el volumen de muestra adicionado
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Figura 6. Curva de calibracion por adicion estandar de B-Cariofileno en extracto de flores de
Achillea millefolium.

Cflores = (1865,1 uV / 703,13 (uV/ppm))(1400 uL/600 uL) = 6,189 ppm
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Figura 7. Curvas de calibracion por adicion estandar de (3-Cariofileno en extracto hojas de Achillea
millefolium.

Chojas = (2231,2 uV / 1114,8 (uV /ppm))(1400 uL/600 uL) = 4,670 ppm
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Figura 8. Curvas de calibracion por adicion estandar de [3-Cariofileno en extracto de tallos de
Achillea millefolium.

Callos = (1646,9 uV / 704,81 (uV /ppm))(1400 uL/600 L) = 5,452 ppm
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A continuacioén, se calculd la cantidad de p-Cariofileno por gramo de material vegetal
pesado, teniendo en cuenta que se pesaron 0,5000 g de cada parte de la milenrama y se
disolvieron en 10,00 mL de etanol. Asi, se obtuvieron 2,8882 mg (-Cariofileno/g flores,
2,179 mg (-Cariofileno/g hojas, y 2,544 mg [3-Cariofileno/g tallos. Se presenta la muestra
de este calculo realizado tomando como ejemplo la cantidad del analito en flores.

Concentracion de B-cariofileno en el extracto = (6,189 ppm*1400 uL)/60 pL= 144,41 ppm
mg de B-cariofileno en el extracto = 0,01 L*144,41 mg/L = 1,4441 mg P-cariofileno
mg f-cariofileno/g de material vegetal (Flores) = 1,4441 mg/0,5 g=2,8882 mg/g

2.3. Validacion del método.
2.3.1. Linealidad.

La linealidad del método se evalud partiendo de las curvas de calibracion de cada
parte de la planta por el método de adicién estandar (Figura 6-8), en donde se calculd la

ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion para hallar la concentraciéon de cada
una de ellas.

Se realizé por duplicado la curva de calibracion por adicién estandar del extracto de
flores de la milenrama (Figura 6 y Figura 9) y un analisis de la varianza ANOVA para
determinar si hay diferencias significativas entre las dos curvas. Tras este andlisis, no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 6), lo que sugiere que
ambas curvas son validas y que el método es confiable.
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y=708,71x+1799,3
R2=0,999%

160000

120000

Sefal
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Figura 9. Curva de calibracion de adicion estandar por duplicado de $-Cariofileno en el extracto
de flores de Achillea millefolium.

Tabla 6. Andlisis ANOVA para el extracto de flores.

Origen delas  Suma de cuadrados Promedio de F Valor critico
variaciones Cuadrados para F
Entre grupos 1068763,682 1068763,68
0,00026 4,350
Dentro de los 82908012718 4145400636

grupos
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2.3.2. Precision.

La precision del método se evalu6 a través de la repetibilidad y la reproducibilidad
utilizando una de las soluciones preparadas para la curva de calibracion por adicién es-
tandar. El vial usado contenia 600,0 pL del extracto de flores, 300,0 pL de la solucién ma-
dre y 500,0 pL de etanol. Cuya concentracién corresponde a 95,19 ppm. Para determinar
la repetibilidad, el mismo analista (A) realizé ocho mediciones el mismo dia. En cuanto a
la reproducibilidad, se involucré a tres analistas diferentes (A, B y C), asignando a cada
uno un dia distinto para realizar cinco mediciones. En donde, por separado, cada analista
prepard la solucion y la inyect6 al cromatografo de gases. A partir de los resultados, se
calculd la media aritmética, la desviacion estandar (s) y el coeficiente de variacion (CV)
para los tiempos de retencion registrados. En la Tabla 7 se reportan los resultados de las
mediciones, que fueron analizadas calculando la desviacién estandar y el coeficiente de
variacion. En ambos ensayos se evidencian valores bajos, 1o que indica que los datos estan
uniformemente distribuidos alrededor de la media.

Tabla 7. Ensayos de repetibilidad y reproducibilidad para determinar la precisiéon del método de
cuantificacion.

Tr (min)
No. de analisis Repetibilidad Reproducibilidad
Analista A Analista A Analista B Analista C

1 103370 103450 103451 104353
2 103720 104236 104356 104353
3 104130 105690 104368 103864
4 103390 103945 104465 103854
5 103710 104685 104868 104668
6 104120
7 103380
8 103730

Media 103743,3 104307,1
s 325,35 573,5

CV (%) 0,31 0,5

2.3.3. Exactitud.

La exactitud consistié en la preparacion de tres muestras para cada uno de los tres
niveles de concentracién (80,00%, 100,0% y 120,0%), teniendo en cuenta que la concentra-
cion tedrica era 137,89 ppm. Cada muestra se midi6 por triplicado mediante CG-FID, en
donde se calculd la concentracion real y asi hallar el porcentaje de recuperacion mediante
la Ecuacién 8, de la misma manera se realiza el proceso para los viales identificados con
80,00% y el 120,0%. En donde se obtienen los resultados mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Viales limites preparados para determinar la exactitud del método.

Viall Concentracion Concentraciéon % recuperacion  Promedio

tedrica (ppm) real (ppm) % recuperacion
80,00% 118087 107,6 97,55
120111 110,3 109,4 99,37 98,45
119457 108,8 98,64
Vial2  Concentracion Concentracién % recuperacion  Promedio
tedrica (ppm) real (ppm) % recuperacion

100,0% 154892 140,2 101,7
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154632 137,9 140,0 101,5 101,6
154645 140,0 101,5
Vial3  Concentracion Concentraciéon % recuperacion  Promedio
tedrica (ppm)  real (ppm) % recuperacion
120,0% 190410 171,7 103,7
190238 165,5 171,5 103,6 103,6
189870 171,2 103,4

Haciendo uso de la Tabla 8 donde se indica la concentracion real y tedrica de las
soluciones en cada vial, se pudo calcular el porcentaje de recuperacién mediante la
Ecuacion 8, obteniendo para los tres niveles de concentracién porcentajes de recuperacion
de 98,45%, 101,6% y 103,6% respectivamente, alcanzando una recuperacion media de
101,2%.

Ecuacion 8: Porcentaje de recuperacion.

» concentraciéon real
% Recuperacion = — —— %100 (8)
concentracion teérica

2.3.4. Limites de deteccion y cuantificacion (LDD y LDC).

Para determinar los limites de deteccién (LDD) y cuantificacion (LDC) se prepararon
6 viales cuyo contenido de patron fue de 0 pL, 2,5 uL, 20 pL, 30 puL, 60 pL y 70 pL (Tabla
9). Cada vial se analiz6 por duplicado, en donde, se construyé una curva de calibracién
por adicién estandar por cada ronda de analisis, luego se promediaron las senales y se
obtuvo la ecuacion de la recta (Tabla 10 y Figura 10). Esto con el fin de obtener la pendiente
(m) y el término independiente (b) para finalmente hacer uso de las Ecuaciones 9-10 obte-
niendo asi los limites de deteccién y cuantificacion.

Tabla 9. Preparacion de los viales para la construccion de la curva de calibracion por el método de
adicion estandar para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion.

Volumen aiiadido (uL)

Vial

Extracto Patréon Etanol
1 60,00 0,000 1340
2 60,00 2,500 1337,5
3 60,00 20,00 1320
4 60,00 30,00 1310
5 60,00 60,00 1280
6 60,00 70,00 1270

Tabla 10. Promedio de los ensayos realizados por duplicado para determinar el limite de deteccion
y cuantificacion mediante la construccion de la curva de calibracién de adicién estandar de 3-
Cariofileno en el extracto de flores de Achillea millefolium.

Concentracion Vol. Patron (uL) Concentracion

(ppm) (ppm) Serial
0,000 0 105,3

2,500 0,8036 705,5

450 20,00 6,429 6411
30,00 9,643 9736

60,00 19,29 19504

70,00 22,50 22497,5
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Figura 10. Curva de calibracion por adicion estandar de LDD y LDC.

Se determinaron los limites de deteccion (LDD) y cuantificacion (LDC) del método
con el fin de conocer la cantidad minima de analito necesaria para obtener un resultado
significativo. En la Tabla 10 se reportan las sefales resultantes de las mediciones de cada
solucion por CG-FID, que permitieron la construccion de la curva de calibracién por el
método de adicion estandar (Figura 10), la obtencién de la ecuacion de la recta (y = 1004,4x
+ 6,586) y el calculo del error tipico mediante Excel (116,1). Teniendo en cuenta la
pendiente y empleando las Ecuaciones 9-10, se determinoé que el LDD es 0,3815 ppm y el
LDC es 1,156 ppm.

Ecuacion 9: Limite de deteccion.
LDD = (3,3 * error tipico) / m 9)

LDD = (3,3 * 116,1) / (1004,4) = 0,3815 ppm

Ecuacion 10: Limite de cuantificacion.

LDC = (10 * error tipico) / m (10)

LDC = (10 * 116,1) / (1004,4) = 1,156 ppm

3. Discusion

Para la extraccion del aceite esencial de la milenrama se realizé una revision biblio-
grafica acerca de estudios previos en los que se emple6 el método de hidrodestilacion.
Karami et al. secaron, molieron y tamizaron las partes de la planta milenrama para pesar
80 g y mezclarlos con 1600 mL de solucién salina (0,7% (p/v)) en un baldén aforado, y rea-
lizaron la extraccion durante 180 minutos a 100 °C, obteniendo rendimientos en un rango
de 0,093 p/v a 0,246 p/v [11]. Barghamadi et al. pesaron 70 g de la planta y la sometieron
a hidrodestilacion durante 4 horas a 35 °C empleando un equipo Clevenger, recogieron el
destilado volatil con ayuda de sulfato de sodio anhidro y lo refrigeraron antes del analisis,
logrando un rendimiento de 0,21% p/p [12]. Mollasalehi et al. pesaron 50 g de polvo seco
de la planta y agregaron 200 mL de agua destilada para dejar en reposo durante una hora,
luego realizaron la extraccion durante 2,5 horas, se recogio el aceite esencial extraido y se
deshidrat6 con sulfato de sodio anhidro obteniendo un rendimiento del 0,25%; ademas,
en este estudio compararon la extraccion por hidrodestilacion con la extraccién asistida
por microondas. Para este ultimo método se pesaron 50 g de la planta y lo sumergieron
en 300 mL de agua destilada a temperatura ambiente durante 1 hora, luego el material
vegetal himedo se transfirio a un balén aforado del sistema Clevenger a 300 W durante
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15 minutos, el aceite esencial se recogié y deshidraté con sulfato de sodio anhidro, y se
logro el rendimiento mas alto de 0,53% [13].

En este trabajo, inicialmente se realizé una extracciéon por hidrodestilacion aten-
diendo a las condiciones experimentales determinadas por Sierra y Zamora, quienes rea-
lizaron una aproximacion a la cuantificaciéon de -Cariofileno por CG-FID mediante la
técnica de HeadSpace [14], sin embargo, fue necesario ampliar la busqueda bibliografica
acerca de la naturaleza y estructura quimica del (3-Cariofileno ya que los resultados obte-
nidos en la cuantificacidén extrayendo con agua e inyectado por la técnica de HeadSpace
no eran repetibles ni reproducibles. En donde se encontré que el 3-Cariofileno es un com-
puesto organico que pertenece a la clase de los sesquiterpenos, es decir, son compuestos
que estan conformados por tres unidades de isopreno, lo que significa que tienen 15 ato-
mos de carbono en su estructura. Ya que su estructura se conforma principalmente de
carbono e hidrégeno, presenta pocas o ninguna region polar en su estructura, lo que de-
riva en una baja afinidad hacia compuestos de naturaleza polar como el agua, por lo que
este compuesto se clasifica como molécula hidrofébica y, en consecuencia, muy soluble en
disolventes organicos poco polares [9]. Debido a la baja solubilidad de este metabolito en
agua, muy poca cantidad del mismo se disolvi6 y se evidenciaron dos fases en el vial y
esto imposibilitaba una correcta cuantificacion. Por esta razon, se realizé una prueba de
solubilidad (Anexo 1) donde se prepararon 3 viales con diferentes proporciones de solu-
cion stock de B-Cariofileno y se modificaron las proporciones de agua y etanol donde se
observa como el vial que contiene mayor proporcién de agua presenta turbidez con una
coloracion blanca, lo que permite evidenciar que la solucién no se esta disolviendo por
completo. Por otro lado, el vial que contiene las mismas proporciones de agua y etanol no
presenta la coloracién blanca, sin embargo, sigue presentando cierta turbidez mientras
que el vial con mayor proporcién de etanol es completamente translucida y no se observa
ningun tipo de particula sin solubilizar.

Teniendo en cuenta los resultados de Mollasalehi et al., y que el analito es un com-
puesto de naturaleza hidrofobica, se evalud una alternativa que consistio en una extrac-
cién en etanol asistida con sonda ultrasénica. Este método resultd favorable gracias a que
el B-Cariofileno es soluble en aceites, éteres y etanol [15] y la sonda ultrasdénica logra in-
tensificar la penetracion del disolvente en el interior celular y mejora la transferencia de
masa entre el material vegetal y el disolvente, de modo que los materiales intercelulares
se transfieren al disolvente gracias a las ondas de choque, las fuerzas de cizallamiento, la
microcorriente y los diferenciales de calor y presion [16], generando asi una mayor extrac-
cién del aceite esencial. Para obtener el intervalo de extraccién adecuado fue necesario
realizar una biisqueda bibliografica y hacer multiples ensayos para determinar la cantidad
y duracién de los ciclos mas adecuados para lograr una extraccién dptima, en donde se
establecié que los mejores resultados se obtenian cuando se hacia una extracciéon durante
12 ciclos de 10 segundos cada uno, pues al realizar las corridas cromatograficas del ex-
tracto obtenido bajo estas condiciones, se obtuvo un pico con mayor intensidad, lo que
representa mayor concentracion. Este tiempo fue 6ptimo debido a que se evidencié que
en periodos mas prolongados el etanol se evaporaba, resultando asi en una matriz mas
concentrada ya que se perderia parte del volumen previamente definido. Esta alternativa
propuesta logré ser beneficiosa para la extraccion ya que se redujo el tiempo, temperatura
y cantidad de solvente requerida, ademas, se precisé de menos materiales y equipos de
laboratorio. De hecho, a nivel industrial, mientras que la hidrodestilacién es un método
tradicional para la extraccion de aceites esenciales en grandes volimenes, la extraccion
por sonda ultrasénica, pese a que puede requerir una inversion inicial mayor en equipos,
ofrece tiempos de extracciéon mas cortos, mayor selectividad y la posibilidad de trabajar
con solventes mas ecologicos.
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Junto a este cambio también fue necesario modificar el tipo de inyeccion, pasando de
HeadSpace a inyeccidon automatica con Split, esto debido principalmente a que el proceso
de preparacion de la muestra por HeadSpace involucra un consumo elevado de insumos
puesto que las septas y viales utilizados en este tipo de inyeccion solo permiten realizar
una inyeccion por vial. Esto se debe a que una vez se realiza la primera inyeccion en el
vial, la septa queda perforada y por la ley de difusion y efusion (ley de Graham), se esca-
paba el excedente de la fase gaseosa generando perdida de la muestra y modificando la
concentracion del vial [17-19].

En cuanto a la seleccion de las condiciones cromatograficas se establecié una tempe-
ratura de inyeccion de 260 °C, esto debido a que el 3-Cariofileno posee un punto de ebu-
llicion cercano a los 250 °C por lo que se tomo un valor de 10 °C por encima del punto de
ebullicién para garantizar la completa vaporizacion de la muestra. Adicionalmente, se ob-
servé en multiples ocasiones como los resultados obtenidos a esta temperatura eran con-
sistentes, razén por la cual se decidié mantener esta temperatura de inyeccién. El tipo de
inyeccidn se selecciono teniendo en cuenta la literatura donde se establece que cuando se
trabaja con muestras desconocidas y complejas es recomendable operar con inyeccion de
tipo Split en una relacion de 1:20 con el fin de evitar una sobresaturacion de la columna
con los diversos compuestos presentes en la matriz [17]. Por otro lado, el flujo se deter-
mind mediante el analisis de diversos ensayos donde se observé como las senales de los
multiples compuestos presentes en la matriz experimentaban tiempo de eluciéon muy si-
milares al del analito, lo que ocasionaba una mala resolucién en las sefales e incluso se
lograba evidenciar solapamiento de las mismas sefiales. Por lo anterior, se modifico y se
analizé numerosas veces el flujo del sistema, en donde se pudo concluir que el que pre-
sentaba mejor tiempo de elucion y separacion de las sefiales fue de 0,6 mL/min.

Con relacion a las condiciones de corrida (temperatura del horno) se utiliz6 una co-
Iumna C-18 de (SH-55il MS) de 30m de longitud. Esta columna fue seleccionada debido a
su baja polaridad, lo que facilita que tanto el 3-Cariofileno como los demds compuestos
apolares presentes en la matriz, interacttien con la fase estacionaria. Esto permite una se-
paracién mas efectiva de los compuestos dentro de la columna, aprovechando las diferen-
cias de polaridad entre ellos. La columna también presenta una gran longitud que favo-
rece el numero de interacciones entre los diferentes compuestos, y esto contribuye atn
mas su proceso de separacion a lo largo del sistema cromatografico, mejorando asi la re-
solucion de las sefiales [19]. Adicionalmente, el gas de arrastre utilizado como fase moévil
fue Nitrogeno (N2) debido a que en la cromatografia de gases es fundamental que la fase
movil no interacte con la muestra ni con la fase estacionaria, sin contar que este gas no
es solo de facil acceso, sino que por su costo y seguridad lo hace una fase modvil optima
para este analisis [18,19].

Para determinar los parametros se realizaron multiples pruebas donde se observo
que la temperatura de corrida més adecuada en este método es al utilizar un gradiente de
temperatura iniciando desde 150 °C durante 3 minutos y luego aumentar la temperatura
en 10 °C/min hasta alcanzar una temperatura de 240 °C y mantenerla durante 3 minutos
como se observa en la Figura 3; lo que se busco con este gradiente de temperatura es que
durante los primeros 3 minutos eluyeran los compuestos con menor afinidad por la fase
movil y la rampa de temperatura se utiliz6 con el fin de separar el 3-Cariofileno de los
demas compuestos que presentaban tiempo de retencién muy cercanos, especificamente
los que afectaban la resolucion de este. Finalmente, se establecié 240 °C al final de cada
corrida por 3 minutos con el objetivo de asegurar que los compuestos mas afines a la fase
estacionaria eluyeran completamente del sistema cromatografico. Esto se debe a que, al
recibir mayor energia en forma de calor, las moléculas tienden a moverse mas rapida-
mente a lo largo de la columna, reduciendo las interacciones con la fase estacionaria y
facilitando la eluciéon de los compuestos con mayores tiempos de retencién [18].
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Este gradiente de temperatura junto con las condiciones de inyeccién previamente
establecidas logro permitir la obtencidn de resultados reproducibles y precisos, esto de-
bido a que el B-Cariofileno presentd el mismo tiempo de retenciéon en cada corrida des-
pués de encontrar estas condiciones. Adicionalmente, se evidencié como los resultados
fueron mas consistentes, pues se demostrd que las variaciones en la concentracién, inicial-
mente observadas al inyectar varias veces el mismo vial mediante HeadSpace, desapare-
cieron. Esto confirmé que dichas variaciones se debian a pérdidas de la fase gaseosa a
través de las perforaciones de la septa del vial.

Para la eleccion del detector, se consideraron las dos opciones disponibles en el
equipo utilizado, las cuales fueron el detector de ionizacion de llama (FID) y el detector
de conductividad térmica (TCD). Se llevo a cabo una investigacion rigurosa donde se en-
contréd mas informacion sobre estudios de 3-Cariofileno con detectores FID, razén por la
cual se decidio utilizar este tltimo, ya que se contaba con mas informacién de apoyo en
cuanto a las posibles temperaturas a utilizar tanto en el estudio del analito de interés como
en la informacion general del detector. Una vez definido el detector a utilizar, se realizé
una segunda revision de los articulos donde se estudiaba el 3-Cariofileno con este detector
en otras plantas y se encontrd un estudio donde se utiliza un detector FID a una tempera-
tura de 250 °C [18,19]. Esta temperatura fue el punto de partida con el cual se comenzé a
utilizar el detector para el presente estudio y después de multiples ensayos, se decidid
modificar la temperatura del FID, asi como en la inyeccion, a 260 °C con el fin de garanti-
zar que cualquier compuesto proveniente del sistema cromatografico se mantuviera en
estado gaseoso.

Una vez definidas, con el objetivo de optimizar las condiciones del analisis y obtener
resultados precisos y reproducibles, teniendo en cuenta el cromatograma de la Figura 5 se
evaluaron los parametros cromatograficos, que son medidas que proporcionan informa-
cién importante sobre la eficacia de una separacion cromatografica. En un cromatograma
es esencial obtener una buena resolucion (Rs) en el menor de tiempo posible, la resolucion
indica la capacidad de la columna para separar los picos de interés; depende del factor de
retencion (k), de la selectividad (a) y del niimero de platos tedricos (N). Cuanto mayor
sean los valores de resolucion y selectividad, mejor serd la capacidad del método para
separar los compuestos [20]. Por un lado, el factor de retencién mide el tiempo transcu-
rrido en la fase mdvil en relacion con el tiempo transcurrido en la fase estacionaria, por lo
que un factor de retencién mayor a 10 significaria un exceso de tiempo en el andlisis, mien-
tras que los valores menores a 1,0 indicarian una resolucion inadecuada ya que el tiempo
de analisis seria extremadamente corto, de esta manera lo ideal es obtener un factor de
retencion dentro de este rango; en la Tabla 2 se evidencia que el factor de retencion es de
3,092 y se encuentra entre los limites aceptados [21]. Por otra parte, la selectividad se re-
fiere a la capacidad del sistema cromatografico para distinguir quimicamente los compo-
nentes de la muestra, cuando la selectividad (a) es mayor a 1,0 los compuestos se consi-
deran bien separados como en el caso de este trabajo, en el que la selectividad fue de 1,112.
Por ultimo, el niimero de platos tedricos es el espacio fisico donde el analito alcanza el
equilibrio entre la fase mévil y la fase estacionaria. Es una medida de la eficiencia de la
columna, cuanto mayor sea el niimero de platos teéricos en una columna, mas eficiente
serd; en este caso, N es igual a 128606, por lo que es posible decir que la columna es efi-
ciente y esto podria deberse a su longitud de 30 metros, pues a mayor longitud, mayor
eficiencia [22]. Una vez calculados todos los parametros de los que depende la resolucion,
se obtuvo un valor de 6,823, lo que indica que la columna separé adecuadamente los picos,
pues la resolucion debe temer como minimo un valor de 1,0 para lograr una separaciéon
medible y una cuantificacién suficiente [23].

Posterior a la separacion y cuantificacion del analito fue posible determinar la con-
centracion de este en las partes de interés de la milenrama por el método de adicidon
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estandar el cual consiste en utilizar un estandar puro del analito de interés para enriquecer
los viales y asi permitir no solo la cuantificacién del mismo sino también confirmar la
presencia del mismo en la matriz analizada. En las Figuras 6-8 se evidencian las curvas de
calibracion obtenidas a partir del extracto de flores, hojas y tallos. El coeficiente de varia-
cién indica qué tan cercanos son los datos a la linea de regresion ajustada; en este caso, los
coeficientes de determinacion fueron de 0,9989; 0,9981 y 0,9997, respectivamente, y al ser
valores cercanos a 1, los modelos obtenidos pueden considerarse fiables para proximas
determinaciones, obteniendo resultados lineales entre las sefiales y la concentracion del
analito. La Ecuacion 6 permiti6 calcular la concentracion de (3-Cariofileno presente en los
extractos, obteniendo 6,110 ppm en flores; 4,610 ppm en hojas y 3,820 ppm en tallos, por
lo que se puede afirmar que las flores de la milenrama son las que tienen una mayor con-
centracion del analito. Por lo anterior, se conoce que la periferia de las plantas, especial-
mente las flores suelen tener mayor proporcion de metabolitos secundarios como el {3-
Cariofileno, pues debido a los efectos bioldgicos que presenta como antibidtico, antiftin-
gico, antiviral, entre otros, son capaces de proteger a las plantas de los patégenos [24]. Por
esta razdn, se esperaria que la flor de la planta tenga la mayor cantidad de metabolitos
secundarios pues se trataria de un medio de defensa para evitar que diferentes amenazas
alcancen las partes criticas y vitales de la planta. Ademas, se puede asociar a que general-
mente las infusiones que se realizan para tratar diferentes patologias se hacen con la flor
de la planta debido a que popularmente se cree que la flor contiene mas compuestos con
actividad bioldgica [25].

Para validar el método de cuantificacion del analito previamente descrito, se empled
la curva de calibracién por adicidn estandar obtenida del extracto de flores (Figura 6)
como referencia. Para verificar la linealidad del método se determiné la ecuacién de la
recta y el coeficiente de determinacion (R2) de la curva de calibracién del extracto de flores,
ajustada mediante el método de los minimos cuadrados (Figura 6). Al evaluar la lineali-
dad, el objetivo es demostrar que el modelo de regresion lineal se ajustd adecuadamente
a los datos obtenidos del ensayo, lo que permite predecir el comportamiento de los resul-
tados experimentales con fiabilidad. La ecuacion de la recta obtenida fue y = 1129,2x —
2232,3; la pendiente (m) se relaciona de forma directamente proporcional con la sensibi-
lidad del método. En este caso, la pendiente de 1192,2 ppm indica que el método tiene una
alta sensibilidad [26]. Por otro lado, el coeficiente de determinacion lineal obtenido es de
0,9981, lo que indica precisién del modelo y el buen ajuste de los datos experimentales
[27], de tal manera que este resultado satisface el parametro de linealidad del método ana-
litico al cumplir con el requerimiento de aceptacién que se encuentra en la guia ICH Q2,
pues este establece que dicho coeficiente de determinacién lineal deber ser mayor a 0,995
[28].

Ademas, se realizo un analisis de varianza también conocido como analisis ANOVA
para las curvas de calibracion obtenidas con los extractos de las flores con el fin de com-
probar si existe o no una diferencia significativa entre los resultados, lo que permite esta-
blecer que la hipétesis nula corresponde a que las dos curvas de flores son muy similares
y la hipétesis alternativa por el contrario se consideraria como que estas curvas son dife-
rentes. Con esto claro se realizé el andlisis de varianza cuyo resultado se evidencia en la
Tabla 4 donde se puede observar como el valor critico para F corresponde a un valor de
4,35 y el valor de F a 0,00025 resultando asi que no existe diferencias significativas entre
los datos obtenidos entre la primera y segunda curva, resultando en una aceptacion de la
hipoétesis nula, es decir, las curvas de flores son estadisticamente muy similares y no po-
seen diferencias importantes entre ellas.

En cuanto a la precision del método fue necesario evaluar la repetibilidad y reprodu-
cibilidad, en donde se calcul6 la media aritmética, la desviacion estandar y el coeficiente
de variacion para los tiempos de retencion registrados (Tabla 5), de lo anterior se obtuvo
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una desviacion estandar de 0,002 y un coeficiente de varianza de 0,2925% lo que significa
que los datos no difieren en gran medida entre ellos, esto sera relevante puesto que segtin
la guia de validacion de métodos cromatograficos de la FDA, un método se considera
preciso cuando el coeficiente de varianza es menor que 1 concluyendo asi que el método
es preciso.

Para evaluar la exactitud del método se usé como limite inferior el 80% del valor real
y como limite superior el 120% del valor real como se encuentra en la Tabla 6. Obteniendo
asi valores muy buenos pues las concentraciones reales se acercan mucho a las concentra-
ciones teoricas en cada uno de los casos, asimismo se obtuvo porcentajes de recuperaciéon
igualmente muy buenos y aceptables. Esto debido a que segtn la guia ICH Q2 refiere el
rango de aceptacion del porcentaje de recuperacién del 98% al 102%, en donde la recupe-
racion media obtenida es de 101,2%, lo que indica que el método propuesto muestra la
exactitud para ser considerado aceptable para la cuantificacion de (3-Cariofileno en la mi-
lenrama.

Después de realizar las curvas de calibracion correspondientes a la primera y se-
gunda ronda de analisis para hallar los limites de deteccion y cuantificacion se obtuvo la
curva de calibracion por adicion estandar (Figura 10) en donde se obtuvo como ecuacion
(y =1017,5x + 6,586) y como R2=0,9999. Con estos datos se calculé el LDD =0,3815 ppm y
el LDC = 1,156 ppm; lo que indica que la cantidad minima que puede detectar el método
es de 0, 3815 ppm y lo minimo que puede cuantificar es 1, 156 ppm, estos resultados son
optimos pues las concentraciones que se encontraron en la Achillea millefolium de 3-Cario-
fileno se encuentran por encima de estos limites, y dichos limites son muy bajos logrando
detectar y cuantificar una cantidad muy pequefia de analito.

4. Materiales y Métodos

4.1. Equipos y material de laboratorio.

Para la obtencién de los extractos se hizo uso de una balanza analitica OHAUS, sonda
ultrasénica Branson UltrasonicsTM CPX-952-538R y centrifuga AFI Sirena Refrigerada.
Para la separacion del p-Cariofileno se emple6 el cromatégrafo de gases NEXIS GC-2030
de SHIMADZU acoplado a los modulos autoinyector/automuestreador AOC-20i+s, y al
detector de ionizacion de llama (FID) para su cuantificacion. Para estos procedimientos se
emplearon vasos de precipitado de 20,00 mL, un balén aforado de 10,00 mL, vidrio de
reloj, tubos Falcon, viales de 2,000 mL para inyeccion automatica con Split y micropipetas de
5-10 pL, 10-100 pL y 100-1000 uL.

4.2. Reactivo y estdndares de referencia.

Como patréon de p-Cariofileno, se adquirid (-)trans-Caryophyllene - > 98,00% en
Sigma-Aldrich Inc. Cuyo certificado de analisis proporcionado por el proveedor contiene
informacion relevante para este estudio, y se encuentra sintetizada en la Tabla 11. Ade-

mas, se empled etanol y metanol grado HPLC suministrado por la universidad.

Tabla 11. Propiedades fisicas y quimicas relevantes del patrén (-)trans-Caryophyllene - > 98,0%

Propiedad Descripcion
Estado fisico Liquido, claro
Punto de fusion < 25,00°C
Intervalo de ebullicién 262,0 — 264,0°C
Solubilidad en agua 0,08800 g/L a 20,00°C

Densidad 0,901 g/cm?a 25°C
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4.3. Recoleccién de flores, hojas y tallos de Achillea millefolium.

Las flores, hojas y tallos de milenrama (Achillea millefolium) fueron adquiridas en Bel-
mira, Antioquia-Colombia (Coordenadas 6°36"18"’N 75°39'57"’O), y fueron separadas ma-
nualmente, se sometieron a liofilizacién con el fin de eliminar la mayor cantidad de agua
y conservar el mayor tiempo posible el material vegetal.

4.4. Obtencion de extractos de Achillea millefolium.

El proceso de extraccion inicid con la reduccion del tamarfio de particula de cada parte
de la planta por separado haciendo uso de un triturador de alimentos. Luego se tomé un
vaso de precipitado, en donde se pesaron 0,5000 g de material vegetal triturado y se afa-
dieron 10,00 mL de etanol grado HPLC. Posteriormente, se realiz6 la extraccion em-
pleando una sonda ultrasénica a una amplitud del 50,00% durante 12 ciclos de 10,00 se-
gundos cada uno. Finalmente, se transfiri6 a un tubo Falcon en donde se centrifugd a 3000
rpm durante 3,000 minutos para posteriormente ser filtrado haciendo uso de un filtro
UNIFLO PTFE de 0,2000 um para eliminar los residuos solidos.

4.6. Preparacion de solucién patrén.

Se prepard una solucion madre de 450,0ppm en un balén aforado de 10,00 mL afia-
diendo 5,000 pL de 3-Cariofileno y etanol hasta completar aforo; esta solucion se empled
para definir unas condiciones cromatograficas que permitieran separar y cuantificar el
analito con precision y exactitud.

4.7. Cuantificacion de B-Cariofileno por el método de adicion estindar.

Para este analisis se empled el método de adicion estandar, lo que implico la cons-
truccion de una curva de calibracion especifica para cada parte de la planta con el fin de
determinar la concentracion del analito en las mismas. Para la construccion de cada curva
se empled el extracto correspondiente, la solucién madre previamente preparada y once
viales de 2,000 mL. En cada uno se agregaron 600,0 pL de extracto; luego a diez viales se
le adicionaron, por separado 25,00 puL, 50,00 pL, 100,0 pL, 200,0 puL, 300,0 pL, 400,0 pL,
500,0 uL, 600,0 pL, 700,0 uL y 800,0 uL de la soluciéon madre, para finalmente adicionar
etanol hasta completar un volumen de 1400 uL (Tabla 12). Cada vial se llevo a bafio ultra-
sonico para eliminar cualquier presencia de gas y finalizar inyectdndolo para obtener las
sefales de las soluciones y asi construir las curvas de calibracion por el método de adicion
estandar (Figura 6-8).

Tabla 12. Preparacion de los viales para la construccion de las curvas de calibracion.

Volumen afiadido (uL)

Vial Extracto Solucion madre Etanol
1 600,0 0,000 800,0
2 600,0 25,00 775,0
3 600,0 50,00 750,0
4 600,0 100,0 700,0
5 600,0 200,0 600,0
6 600,0 300,0 500,0
7 600,0 400,0 400,0
8 600,0 500,0 300,0
9 600,0 600,0 200,0

10 600,0 700,0 100,0
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11 600,0 800,0 0,000

5. Conclusiones

Tras el desarrollo de este trabajo de investigacion, se logré optimizar el método de
extraccion del aceite esencial de la Achillea millefolium, ya que se resolvid el problema re-
lacionado con solubilidad mediante la alternativa asistida por ultrasonido y con etanol
como disolvente; ademas, se validé el método de cuantificaciéon del 3-Cariofileno si-
guiendo los lineamientos propuestos por los estandares de referencia (ICH y USP) pre-
sente en la Achillea Millefolium (milenrama) haciendo uso de cromatografia de gases adap-
tado a un detector FID.

Se logro optimizar el método de extraccion del aceite esencial de la Achillea millefolium
con resultados consistentes y reproducibles, solucionando el problema de solubilidad al
utilizar etanol grado HPLC y una sonda de ultrasonido con una amplitud del 50% durante
12 ciclos de 10 segundos cada uno a 3000 rpm por 3 minutos.

Se desarrollo un método de separacién y cuantificacion para el 3-Cariofileno en una
matriz compleja obtenido a partir de la planta Achillea millefolium mediante CG-FID bajo
las siguientes condiciones: columna SH-I-55il MS, temperatura del inyector a 260,0 °C,
Split de 20, nitrogeno como gas de arrastre, flujo de 15,60 mL/min, y una rampa de tem-
peratura que inicia en 150,0 °C durante 3 minutos seguida de un gradiente de 10,00 °C/min
hasta 240,0 °C. Estas condiciones permitieron obtener sefiales para el analito con una
buena resolucion (>1).

Se determin6 que el método cumple con lo estipulado en la ICH Q2 y la USP en
cuanto a los parametros de validacion, tras presentarse una buena linealidad de acuerdo
al coeficiente de determinacion de 0,9981; se evidencid exactitud con un porcentaje de re-
cuperacion del 99,41%, ademas de precision a través de la reproducibilidad y repetibilidad
por la baja dispersion de los resultados. Adicionalmente, se determind para el método un
limite de deteccién de 0,3770 ppm y un limite de cuantificacion de 1,141 ppm.

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, el 3-Cariofi-
leno se encuentra presente en las flores, hojas y tallos de Achillea millefolium en una con-
centracion de 6,110 ppm; 4,610 ppm y 3,820 ppm respectivamente, lo que permite confir-
mar que, al realizar una infusién con cualquiera de estas partes de la planta, esta presente
este metabolito; sin embargo, se recomienda emplear las flores debido a que de alli se
obtiene la mayor concentracion. De esta manera, se realizé un aporte a proximas investi-
gaciones con respecto al potencial farmacoldgico del (3-Cariofileno teniendo en cuenta sus
multiples actividades bioldgicas.
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Anexo 1. Prueba de solubilidad.

M = Solucién stock

E = Etanol
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